Comparison of the Effects of Bupivacaine, Lidocaine, and Tramadol Infiltration on Wound Healing in Rats  by Hancı, Volkan et al.
Rev Bras Anestesiol SCIENTIFIC ARTICLE
2012; 62: 6: 799-810
DOI: 10.1016/S0034-7094(12)70180-0 
Revista Brasileira de Anestesiologia 799
Vol. 62, No 6, November-December, 2012 
Received from Dokuz Eylül Universitesi Araştırma Uygulama Hastanesi Ameliyathaneleri, 
İnciraltı, İzmir, Turkey.
1. MD; Associate Professor Doctor; Dokuz Eylül University, School of Medicine, 
Department of Anesthesiology and Reanimation (Formerly Bulent Ecevit University, School 
of Medicine, Department of Anesthesiology and Reanimation)
2. MD; Assistant Professor Doctor; Mustafa Kemal University, School of Medicine, 
Department of Anesthesiology and Reanimation (Formerly Bulent Ecevit University, School 
of Medicine, Department of Anesthesiology and Reanimation)
3. MD; Associate Professor Doctor; Bulent Ecevit University, School of Medicine, 
Department of Physiology
4. MD; Associate Professor Doctor; Bulent Ecevit University, School of Medicine, 
Department of Pathology
5. MD; Professor Doctor; Bulent Ecevit University, School of Medicine, Department of 
Physiology 
6. MD; Professor Doctor; Bulent Ecevit University, School of Medicine, Department of 
Pathology
7. MD, Assistant Professor Doctor; Dokuz Eylül University, School of Medicine, Department 
of Anesthesiology and Reanimation (Formerly Bulent Ecevit University, School of Medicine, 
Department of Anesthesiology and Reanimation)
8. MD, Professor Doctor; Bulent Ecevit University, School of Medicine, Department of 
Anesthesiology and Reanimation
Submitted on June 13, 2012.
Approved on July 30, 2012.
Correspondence to:     
Volkan Hancı MD
Dokuz Eylül Universitesi Araştırma Uygulama Hastanesi Ameliyathaneleri, İnciraltı, İzmir
Phone: +90.530.643.32.40
E-mail:  vhanci@gmail.com
SCIENTIFIC ARTICLE
Comparison of the Effects of Bupivacaine, Lidocaine, and 
Tramadol Infiltration on Wound Healing in Rats
Volkan Hancı 1, Sedat Hakimoğlu 2, Haktan Özaçmak 3, Sibel Bektaş 4, Hale Sayan Özaçmak 5, 
Şükrü Oğuz Özdamar 6, Serhan Yurtlu 7, Işıl Özkoçak Turan 8 
Summary: Hancı V, Hakimoğlu S, Özaçmak H, Bektaş S, Özaçmak HS, Özdamar ŞO, Yurtlu S, Turan IÖ – Comparison of the Effects of Bupiva-
caine, Lidocaine, and Tramadol Infiltration on Wound Healing in Rats.
Background and objectives: The aim of this study was to investigate the effects of saline solution, bupivacaine, lidocaine and tramadol infiltration 
on wound healing in rats.
Method: Thirty-two male Wistar Albino rats were randomly separated into four groups, receiving 3 mL saline solution in control group (Group C, 
n = 8), 3 mL of 2% lidocaine in lidocaine group (Group L, n = 8), 3 mL of 0.5% bupivacaine in bupivacaine group (Group B, n = 8), and 3 mL of 
5% tramadol in tramadol group (Group T, n = 8). Breaking-strength measurements, collagen bundle counting, and histopathologic evaluation were 
evaluated in the tissue samples taken from the rats. 
Results: Comparing the control group with the groups where bupivacaine and lidocaine were used for wound infiltration, collagen production was 
lower, breaking-strength measurements showed reduced resistance while significantly high edema, vascularity, inflammation scores were found 
(p < 0.0125). Between the control and the tramadol group there were no significant differences in collagen production, breaking-strength measure-
ments, and edema, vascularity, inflammation scores (p > 0.0125).
Conclusion: In our study, we found bupivacaine and lidocaine reduced the collagen production, wound breaking strength, and caused signifi-
cantly high scores for edema, vascularity, and inflammation when compared to the control group. There was no significant difference between 
the control and the tramadol group. Results of this experimental preliminary study on rats support the idea that tramadol can be used for wound 
infiltration anesthesia without adverse effect on the surgical healing process. These results need to be verified in humans.
Keywords: Anesthesia, Local; Tramadol; Bupivacaine; Lidocaine; Wound Healing.
©2012 Elsevier Editora Ltda. 
INTRODUCTION
Infiltrating the wound with local anesthetics is increasingly 
used as a post-operative analgesia method due to its ease of 
application, simplicity and few side effects 1-4. Surgical wound 
infiltration, especially after minor to intermediate surgeries, re-
duces post-operative opioid consumption and related compli-
cations, hospital stay time and costs 4.
Surgical wound infiltration has been proven to be an effec-
tive analgesic and is widely used for post-operative pain re-
lief after abdominal hysterectomy, cesarean section, inguinal 
hernia repair, lumbar disc hernia, prostatectomy and similar 
surgeries 5-8. 
When infiltration analgesia is installed before the surgical 
incision, it preemptively increases analgesic efficiency during 
and after the operation; additionally, it protects against chronic 
pain 3,5.
Local anesthetic agents commonly used for surgical wound 
infiltration include lidocaine, prilocaine, bupivacaine, ropiva-
caine and levobupivacaine 1,3-12. Tramadol is a synthetic ana-
logue of codeine, which acts through both opioid and non-opioid 
mechanisms of action 1,13. Tramadol has shown similar effects 
to local anesthetics on peripheral nerves 14-20. Tramadol may be 
used as a local anesthetic agent for minor surgeries; similarly, it 
may be used as an adjuvant to local anesthetics21. When added 
as an adjuvant to local anesthetic agents, it has a similar effect to 
clonidine and can modify the effects of local anesthetics directly 
or indirectly by affecting sodium channels and, thus, contributing 
to more effective analgesia 22-27.
To be an effective post-operative analgesic, local anes-
thetics and other medicines used in wound infiltration should 
ensure quick and uncomplicated healing to prevent post-oper-
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ative morbidity. For this reason, it is important to know not just 
the effects of the wound infiltration agents on postoperative 
pain but their effect in detail on wound healing and whether 
they are a cause of morbidity in clinical use 3,28-31. Previous 
research using experimental models and fibroblast tissue cul-
tures from surgical wounds had looked at the effect of local 
anesthetic agents such as bupivacaine, prilocaine and lido-
caine on wound healing 3,28-31. There are no known studies on 
the effects of tramadol, which may be used for wound infiltra-
tion and healing 14-21.
Our hypothesis was to investigate whether tramadol ap-
plied subcutaneously on rats as a surgical wound infiltration 
anesthetic had any effects on wound healing. To test this hy-
pothesis, the subcutaneous tissue of rats was injected with 
saline, tramadol, lidocaine and bupivacaine. The effects of 
these medications on wound healing were investigated by 
comparing wound stress test results and histopathologic col-
lagen counts.
MATERIAL AND METHODS
The study was approved by the Animal Ethics Committee of 
Zonguldak Bülent Ecevit University Medical School. All ani-
mals were treated in compliance with the recommendations 
of the university’s animal care committee and the principles 
of laboratory animal care (NIH publication No. 85-23, revised 
1985). The rats were housed in a temperature-controlled room 
(24 ± 1°C) on a 12-hour-light – 12-hour-dark cycle and were 
fed with standard rat chow and water for 12 hours prior to the 
experimental protocol.
Thirty-two male Wistar Albino rats weighing between 250-
300 grams were randomly separated into four groups of eight 
animals each. Surgical procedures were done under general 
anesthesia, induced by intraperitoneal injection of 75 mg.kg-1 
ketamine. The hair on the back of the animal was shaved af-
ter the loss of cornea reflex and extremity drawing response 
were diminished. The area of the incision was cleaned with 
povidione iodine and was wiped dry with sterile gauges after 
two minutes.
The areas of the incisions were subcutaneously infiltrated 
with 3 mL doses of the study drug. The rats in the groups 
were infiltrated with normal saline in control group (Group 
C) (n = 8), 2% lidocaine in lidocaine group (Group L) (n = 8), 
0.5% bupivacaine in bupivacaine group (Group B) (n = 8), and 
5% tramadol in tramadol group (Group T) (n = 8).
After two minutes from study drug infiltration, a 3-cm surgi-
cal incision including cutaneous and subcutaneous connec-
tive tissue was done with a scalpel under sterile conditions 
and the tissues were joined with a 4.0 prolene suture. No anti-
biotics were applied during or after the procedure. The wound 
was cared for once a day and the animals were euthanized at 
the end of the 8th day. A band of 6x2 cm tissue samples were 
taken from the incision line.
Breaking-Strength Measurements
For the mechanical tension tests, tissue samples strip shaped 
5x5 mm were taken just from the middle of incision line. In 
these tests of scar breaking forces, power transducer (FDT 
10-A, May IOBS 99; Commat Co., Ankara, Turkey) and data 
recording system (MP 30 B-CE; BIopac System, Inc., Santa 
Barbara, CA, USA) were used. Tissues were stretched at the 
two edges of the tensiometer. Forces leading to rupture of ob-
tained scar are divided into sample size on each sample and 
standardized as gram.cm-2 3,28.
Histopathological evaluation
All samples were fixed in 10% formalin, embedded in paraffin, 
cut into 5 µm sections, and stained with hematoxylin-eosin 
(H&E). These sections were then examined under a light mi-
croscope for histological changes by a blinded pathologist. 
Slides were scored for the presence of collagenization, vascu-
larity, edema, and degree of acute and chronic inflammatory 
cells (0= none, 1= mild, 2= moderate and 3= severe). Mas-
son’s trichrome was also applied for histochemical identifica-
tion of collagenization. H&E and Masson’s trichrome stained 
slides were reviewed by the same pathologist 3,28.
Morphometric analysis 
Morphometric analysis was performed on Masson’s trichrome 
stained histological sections. The number of collagen bundles 
was measured with Leica, QWINPlus v.3.1.0 software using 
a Leica (DMLB-100S) microscope. Each slide was measured 
on one high-power field at x400 magnification including wound 
healing area; the mean number of collagen bundles of each 
group was then calculated3,29.
Statistical analysis
The statistical analysis was performed using Statistical Pack-
age for the Social Sciences (SPSS) version 16.0 for Windows 
(SPSS, Chicago, IL). For the scores and non-normally dis-
tributed variables, comparison between groups was done 
by the Mann-Whitney U and the Kruskal Wallis test. The 
results were expressed as median (minimum-maximum). A 
p value < 0.05 after Bonferroni correction (p < 0.0125) was 
considered significant.
RESULTS
Three different methods were used to determine wound healing.
Breaking-strength findings
The first method is the measurement of breaking-strength via 
tensiometer. When all of the study groups were evaluated ac-
cording to the breaking-strength measurements, we observed 
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a significant difference between the control and Group L 
(p = 0.001), and Group B (p = 0.004). There was no significant 
difference between the control and the Group T (p = 0.029). 
The breaking-strength measurements between Group B and 
Group L (p = 0.336), Group B and Group T (p = 0.152), Group 
L and Group T (p = 0.021) were all similar (Table I). 
Table I – The Breaking-Strength Measurements. 
Group Force (gram.cm-2)
Group C 201.02 (145.12-230.53)
Group L 88.35 (37.46-165.51) *
Group B 124.88 (48.01-159.26) *
Group T 141.75 (105.35-209.52)
Median (min – max).
*: p < 0.0125 Compared with Group C, Mann Whitney U.
Morphometric findings
The second method was a morphometric analysis and colla-
gen bundle counting. When all of the study groups were eval-
uated according to the number of collagen bundles, we ob-
served a significant difference between the control and Group 
L (p < 0.001), and Group B (p = 0.001). There was no signifi-
cant difference between the control and Group T (p = 0.014). 
Collagen bundle counts were significantly higher in Group T 
than in Group L (p = 0.001) and Group B (p = 0.004). There 
was no significant difference in the amount of collagen fibers 
between Group B and Group L (p = 0.338) (Table II).
Table II – Collagen Bundle Counts. 
Group Collagen bundle counts
Group C 624 (494-710)
Group L 265 (221-492) * †
Group B 285 (261-510) * †
Group T 518,50 (420-591)
Median (min – max).
*: p < 0.0125 Compared with Group C, Mann Whitney U; †: p < 0.0125 Compa-
red with Grup T, Mann Whitney U.
Histopathological findings
The third indicator of wound healing was determined by his-
topathologic evaluation. When the working groups were com-
pared in relation to edema, vascularity, inflammatory reaction 
and collagenization, there were significant differences be-
tween the control group and Groups L and B. There was no 
significant difference between the control group and Group 
T. No significant differences were found between Groups B 
and L, Groups B and T and Groups L and T in terms of the 
histopathologic indicators of edema, vascularity, inflammatory 
reaction and collagenization (Table III). 
Figure 1 Mild Edema, Inflammation and Vascularity in control (A) and tramadol (B) Groups (H&E, x400, x100) (B). Moderate edema and severe 
inflammation in Groups bupivacaine (C) and lidocaine (D) groups (H&E, x200, x200).
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Table III – Histopathologic Evaluation Scores. 
Group Edema Vascularity Inflamma-
tory 
reaction
Collage-
nization
Group C 1 (0-1) 0 (0-1) 1 (0-2) 3 (2-3)
Group L 2 (2-2)* 1 (1-3)* 2,5 (1-3)* 1 (1-2)*
Group B 2 (1-2)* 2 (1-3)* 3 (2-3)* 1 (1-2)*
Group T 1 (1-2) 1 (0-2) 2 (1-2) 2 (1-2)
Median (min – max).
*: p < 0.0125 Compared with Group C, Mann Whitney U.
DISCUSSION
Comparing the control group with the groups where bupi-
vacaine and lidocaine were used for wound infiltration, col-
lagen production was lower, breaking-strength measurements 
showed reduced resistance and significantly high edema, 
vascularity and inflammation scores were found. Between 
the control group and the tramadol group, there were no sig-
nificant differences in collagen production, breaking-strength 
measurements, as well as edema, vascularity and inflamma-
tion scores.
Surgical wound infiltration has been proven to be an effec-
tive analgesic and is widely used for postoperative pain re-
lief after abdominal hysterectomy, cesarean section, inguinal 
hernia repair, lumbar disc hernia, prostatectomy and similar 
surgeries 1,5-8. Frequently used local anesthetic agents are 
lidocaine, bupivacaine, ropivacaine and levobupivacaine 1,3-12. 
Research on the effect of these and other local anesthetic 
agents used for wound infiltration on wound healing is limited 
and results are controversial 3,28-31.
In a histopathologic study that included wound strength 
tests, rabbits were given 0.5% lidocaine, 2% lidocaine and 
0.5% bupivacaine along a midline ventral abdominal wound. 
Comparing the control group and the test groups, there were 
no significant differences found in terms of wound tensile 
scores on any test. The same study emphasized that a com-
parison of saline and local anesthetic infiltrated tissues found 
no significant difference in histopathologic results. They con-
cluded that wound infiltration with lidocaine and bupivacaine 
had no effect on wound healing in midline abdominal incisions 
in rabbits 28. Waite et al. 29 evaluated the effect of lidocaine 
and bupivacaine on wound healing in mice and found that, 
although these anesthetics influenced local inflammation and 
proteolytic factors, they had no effect on wound healing 29. 
Other research found that lidocaine and bupivacaine inhib-
ited collagen synthesis in fibroblast tissue cultures, and had 
cytotoxic effects on different cell lines 30-35.
A study on guinea pig wound healing when given 1% lido-
caine evaluated breaking strength, number of collagen fibers 
by morphometry, and histologic examination of collageniza-
tion, edema, vascularity, and presence of acute and chronic in-
flammatory cells. Comparisons with the control group showed 
that, though there was no significant difference in breaking 
strength measurements, the lidocaine group had significant 
vascularity and morphometric differences, as well as a lower 
amount of collagen 30. While the application of lidocaine by 
local infiltration resulted in significant histopathologic chang-
es, the study emphasized that the breaking strength results 
Figure 2 Masson’s Trichrome Stain Showing Collagen Fibers (blue) in Wound Healing. Increased collagenization in control (A) and tramadol (B) 
groups compared to bupivacaine (C) and lidocaine (D) groups (x100, x100, x200, x200).
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remained the same 30. Another study on the effects of local 
anesthetic on human fibroblast found that lidocaine, bupiva-
caine and ropivacaine produced dose-dependent cytotoxic ef-
fects on human fibroblast 31. Research on lidocaine in wound 
infiltration of rats found collagenization and effects on mast 
cell numbers in the wound 36. Aside from local anesthesia 
affecting collagen fiber numbers and capillary veins, it may 
cause varying degrees of inflammation and edema along the 
wound edges which can affect wound healing 3,37,38.
Past studies have found that the concentration of local an-
esthetic affects wound healing while high concentrations of 
local anesthetic delay healing 30,39,40. While doses inferior to 
100 mcg.mL-1 of lidocaine had no effect on healing, in a study 
of corneal epithelial cells, doses above 250 mcg.mL-1 delayed 
epithelial healing in a dose-dependent fashion 41.
Tramadol may be used for peripheral nerve block and in 
wound infiltration due to its anesthetic effects 14-20. No study 
has been found evaluating the effects of tramadol on wound 
healing, which it is the aim of this study. In our search through 
the literature, we were not able to find any study that reports 
the histopathological and physical effects of tramadol on 
wound healing. We believe our study is the first to concentrate 
on this subject. Our aim is to evaluate the histopathological 
and band physical effects of tramadol on the  healing of surgi-
cal wounds when used for infiltration anesthesia.
While our study found results similar to previous studies on 
the effects of bupivacaine and lidocaine on wound healing 30-
41
, no significant difference was found between tramadol and 
the control group. The antibacterial properties of local anes-
thetics and other agents used in wound infiltration are impor-
tant. Previous research emphasized the antibacterial proper-
ties of bupivacaine 42-44. Controversy surrounds lidocaine 
antibacterial properties though there are studies in the litera-
ture emphasizing its antibacterial properties 45. However, bac-
terial strains are not inhibited up to 2 hours after 1% lidocaine 
administration and when biopsy cultures are required within 
two hours, lidocaine should be used 46. Previous research has 
evaluated the antibacterial properties of tramadol 47. Trama-
dol exhibits dose and time dependent bactericidal activity for 
E. coli and S. epidermidis, and antibacterial against S. aureus 
and P. aeruginosa strains. Researchers have emphasized 
that tramadol may be helpful in reducing bacterial infection 
risk after local and regional anesthesia due to its antibacterial 
properties 47. Our study found no trace of macroscopic infec-
tion at the wound site in any subject. This is in accordance 
with previous studies which emphasized the interaction of lo-
cal anesthetic and tramadol’s antibacterial properties.
Local anesthetics are known for myotoxic effects and 
when used in infiltration may cause myotoxicity 3,48. Bupiva-
caine carries that risk when used as a continuous peripheral 
nerve block related to the duration of exposure 48,49. Lidocaine 
also has myotoxic properties 50. However, tramadol, without 
such effects, has been administered intramuscularly for many 
years 51. 
In conclusion, our study of wound infiltration in rats found 
bupivacaine and lidocaine reduced collagen production, re-
duced wound breaking strength, and caused significantly high 
scores for edema, vascularity and inflammation, when com-
pared to the control group. There was no significant difference 
between the control group and the tramadol wound infiltration 
group in terms of collagen production, breaking-strength mea-
surements, and edema, vascularity and inflammation scores. 
Results of this experimental preliminary study on rats support 
the idea that tramadol can be used for wound infiltration anes-
thesia without adverse effect on the surgical healing process. 
These results need to be verified in humans.
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INTRODUÇÃO
A infiltração da incisão cirúrgica com anestésicos locais é 
cada vez mais utilizada como analgesia pós-operatória devi-
do à sua facilidade de aplicação, simplicidade e poucos efei-
tos colaterais 1-4. Infiltração da incisão, especialmente após 
cirurgias de portes menor a média, reduz o consumo pós-
operatório de opióides e suas complicações relacionadas, o 
tempo de permanência hospitalar e seus custos 4.
A infiltração local da incisão foi provada ser analgésico efi-
caz e é muito utilizada para o alívio da dor pós-operatória em 
cirurgias de histerectomia abdominal, cesariana, correção de 
hérnia inguinal, de hérnia de disco lombar, prostatectomia e 
cirurgias semelhantes 5-8.
Quando analgesia por infiltração é aplicada antes da inci-
são cirúrgica, aumenta-se a eficiência analgésica preemptiva 
durante e depois da operação e, além disso, protege contra o 
aparecimeno da dor crônica 3,5.
Os anestésicos locais comumente utilizados para esta 
infiltração incluem a lidocaína, prilocaína, bupivacaína, ro-
pivacaína e levobupivacaína 1,3-12. O tramadol é um análo-
go sintético da codeína, que atua por meio de ambos os 
mecanismos de ação como opióide e não-opióide 1,13. Tra-
madol mostrou efeitos semelhantes aos anestésicos locais 
nos nervos periféricos 14-20. Tramadol pode ser usado como 
um agente anestésico local para intervenções cirúrgicas 
menores, da mesma forma que pode ser utilizado como um 
adjuvante para anestesia local 21. Quando adicionado como 
adjuvante para os agentes anestésicos locais, tem um efei-
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Justificativa e objetivos: O objetivo deste estudo foi o de investigar os efeitos da solução salina, da bupivacaína, lidocaína e da infiltração de 
tramadol na cicatrização de feridas em ratos.
Métodos: Trinta e dois ratos Wistar machos albinos foram alocados aleatoriamente em quatro grupos, que receberam 3 mL de solução salina no 
grupo controle (Grupo C, n = 8); 3 mL de lidocaína a 2% (Grupo L, n = 8); 3 mL de bupivacaína a 0,5% (Grupo B, n = 8) e 3 mL de tramadol a 5% 
(Grupo T, n = 8). As medidas de tensão de ruptura, contagem de fibras de colágeno e avaliação histopatológica foram avaliadas nas amostras 
de tecido retiradas dos ratos.
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nestes últimos a produção de colágeno foi menor e a resistência na tensão de ruptura, enquanto se observou edema mais intenso, vascularização 
e escores de inflamação significantes (p < 0,0125). Entre o grupo controle e o grupo tramadol não houve diferenças significativas na produção de 
colágeno, tensão de ruptura e edema, vascularização, e escores de inflamação (p > 0,0125).
Conclusão: Neste estudo, verificou-se que tanto bupivacaína como lidocaína reduziram a produção de colágeno, resistência à ruptura da cica-
triz e causaram edema, vascularização e inflamação significantes quando comparadas com o grupo controle. Não houve diferença significativa 
entre os grupos controle e tramadol para estas variáveis. Os resultados deste estudo experimental preliminar em ratos indicam que o tramadol 
pode ser utilizado para a anestesia por infiltração em incisões sem efeitos adversos sobre o processo de cicatrização cirúrgica. Estes resultados 
precisam ser verificados em seres humanos.
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COMPARAÇÃO DOS EFEITOS DA INFILTRAÇÃO COM BUPIVACAÍNA, LIDOCAÍNA E TRAMADOL NA CICATRIZAÇÃO DE FERIDAS EM RATOS
to semelhante ao da clonidina e pode modificar os efeitos 
dos anestésicos locais, direta ou indiretamente ao afetar 
os canais de sódio e, assim, contribuir para uma analgesia 
mais eficaz 22-27.
Para ser um analgésico eficiente no pós-operatório, os 
anestésicos locais e outros medicamentos utilizados na in-
filtração da incisão devem garantir uma cicatrização rápida 
e descomplicada para evitar morbidade pós-operatória. Por 
esta razão, é importante conhecer não apenas os efeitos dos 
agentes utilizados na infiltração da ferida sobre a dor pós-
operatória, mas seus efeitos, em detalhe, sobre o processo de 
cicatrização de feridas e se podem ser causa de morbidade 
quando em uso clínico 3,28-31. Pesquisas anteriores utilizando 
modelos experimentais e culturas de tecidos de fibroblastos 
derivados de cicatrizes cirúrgicas observaram os efeitos de 
anestésicos locais, como a bupivacaína, a lidocaína e a prilo-
caína na processo de cicatrização 3,28-31. Não existem estudos 
conhecidos sobre os efeitos do tramadol, um anestésico local 
que pode ser utilizado para a infiltração de feridas e sua ci-
catrização 14-21.
A hipótese do estudo foi investigar se o tramadol aplicado 
por via subcutânea em ratos para infiltração anestésica da 
incisão cirúrgica teve qualquer efeito sobre sua cicatrização. 
Para testar esta hipótese, o tecido subcutâneo foi injetado 
com solução salina, tramadol, lidocaína e bupivacaína. Os 
efeitos destes medicamentos sobre a cicatrização de feridas 
foram determinadas por testes de tensão na ferida e conta-
gem histopatológica de colágeno.
MATERIAL E MÉTODOS
O estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética de animais da 
Universidade Zonguldak Ecevit Bülent Medical School. Todos 
os animais foram tratados de acordo com as recomendações 
do comitê de cuidados animais da universidade e os princí-
pios de cuidados para animais de laboratório (NIH Publica-
tion No. 85-23, revisado 1985). Os ratos foram alojados em 
gaiolas com temperatura controlada (24 ± 1°C) e em ciclo 
de 12 horas de luz - 12 horas de escuro, foram alimentados 
com dieta padrão e água ad libitum durante 12 horas antes do 
protocolo experimental.
Trinta e dois ratos machos albinos Wistar pesando entre 
250-300 gramas foram aleatoriamente separados em quatro 
grupos de oito animais. Os procedimentos cirúrgicos foram 
realizados sob anestesia geral, induzida pela injeção intra-
peritoneal de 75 mg.kg-1 de cetamina. A pelagem na parte 
dorsal do animal foi retirada após a perda de reflexo da cór-
nea e a diminuição da resposta de retirada das patas. A área 
da incisão foi limpa com iodo povidine e secada com gazes 
esterilizadas após 2 minutos.
As áreas de incisões foram infiltradas por via subcutânea 
com doses de 3 mL do medicamento em estudo. Os ratos dos 
grupos dedicados foram infiltrados com as seguintes soluções: 
3 mL de solução salina no grupo controle (grupo C, n = 8), 3 mL 
de lidocaína a 2% no grupo Lidocaína (Grupo L, n = 8), 3 mL 
de 0,5% bupivacaína no grupo Bupivacaína (Grupo B, n = 8), e 
3 mL de 5% de tramadol no grupo Tramadol (Grupo T, n = 8).
Após dois minutos da infiltração da droga em estudo, uma 
incisão cirúrgica com 3 cm, incluindo tecido cutâneo e sub-
cutâneo, foi feita com um bisturi em condições estéreis e os 
tecidos logo suturados com fio de sutura prolene 4.0. Não 
houve uso de antibióticos durante ou após o procedimento. 
A ferida cirúrgica foi cuidada uma vez por dia e os animais 
foram sacrificados no final do oitavo dia. Amostras de tecido 
com dimensões de 6x2 cm foram retiradas da região da linha 
de incisão.
Medidas de Tensão de Ruptura
Para os testes de tensão ruptura mecânica, amostras de teci-
do em forma de tira com dimensões de 5x5 mm foram retira-
das apenas do meio da linha de incisão cirúrgica. Nestes tes-
tes de ruptura da cicatriz, um transdutor de força (FDT 10-A, 
May IOBs 99; Commat Co., Ankara, Turquia) e um sistema de 
gravação de dados (MP 30 B-CE; Biopac System, Inc., Santa 
Barbara, CA, EUA) foram usados. Os tecidos foram esticados 
pelas duas extremidades do tensiômetro. As forças obtidas, 
que conduzem à ruptura da cicatriz, são divididas pelo tama-
nho da amostra em cada uma das amostras e padronizadas 
como gram.cm-2 3,28.
Avaliação Histopatológica
Todas as amostras foram fixadas em formol a 10%, embe-
bidas em parafina, cortadas com 5 mm e coradas com he-
matoxilina-eosina (HE). Estas seções foram então examina-
das sob um microscópio de luz para detecção de alterações 
histológicas por um patologista cegado para os grupos. As 
lâminas foram pontuadas para a presença de colagenização, 
vascularização, edema, e graus de inflamação aguda e crô-
nica (0 = nenhuma, 1 = suave, 2 = moderado e 3 = grave). 
Coloração tricrômica de Masson também foi aplicada para a 
identificação histoquímica de colagenização. As lâminas co-
radas com HE e tricrômico de Masson foram revisadas pelo 
mesmo patologista 3,28.
Análise Morfométrica
A análise morfométrica foi realizada em seções histológicas 
coradas pelo tricrômio de Masson. O número de feixes de 
colágeno foi medido por software v.3.1.0 Leica, QWINPlus 
utilizando um microscópio Leica (DMLB-100S). Cada lâmina 
foi medida por um campo de alta potência ampliado 400x in-
cluindo a área de cicatrização da incisão; a média do número 
de feixes de colágeno de cada grupo foi calculado 3,29.
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Análise Estatística
A análise estatística foi realizada utilizando Statistical Packa-
ge for Social Sciences (SPSS) versão 16.0 para Windows 
(SPSS, Chicago, IL). Para os escores e as variáveis sem dis-
tribuição normal a comparação entre os grupos foi feita pe-
los testes de Mann-Whitney e Kruskal Wallis. Os resultados 
foram expressos como mediana (mínimo-máximo). Um valor 
de p < 0,05, após a correção de Bonferroni (p < 0,0125) foi 
considerado significativo.
RESULTADOS
Três métodos diferentes foram utilizadospara observar a cica-
trização das incisões.
Medidas de Tensão de Ruptura
O primeiro método é a medição da tensão de ruptura por meio 
do tensiômetro. Quando os grupos de estudo foram avaliados 
de acordo com as medições de resistência à ruptura, foi ob-
servada uma diferença significativa entre o controle e o grupo 
L (p = 0,001) e grupo B (p = 0,004). Não houve diferença signi-
ficativa entre o controle e o grupo T (p = 0,029). As medições 
de resistência à ruptura entre o grupo B e grupo L (p = 0,336), 
grupo B e grupo T (p = 0,152), grupo L e grupo T (p = 0,021) 
foram todas semelhantes (Tabela I).
Tabela I – Medidas de Tensão de Ruptura. 
Grupo Força (gram.cm-2)
Grupo C 201,02 (145,12-230,53)
Grupo L 88,35 (37,46-165,51) *
Grupo B 124,88 (48,01-159,26) *
Grupo T 141,75 (105,35-209,52)
Mediana (min – max)
*: p < 0,0125 comparado com Grupo C, Teste de Mann Whitney.
Análise Morfométrica
O segundo método foi a análise morfométrica com contagem 
das faixas de colágeno. Observou-se uma diferença significa-
tiva entre o controle e o grupo L (p < 0,001), e também com 
o grupo B (p = 0,001). Não houve diferença significativa entre 
o controle e grupo T (p = 0,014). A contagem de faixas de 
colágeno foi significativamente maior no grupo T do que no 
grupo L (p = 0,001) e grupo B (p = 0,004). Não houve diferen-
ça significativa na quantidade de fibras de colágeno entre o 
grupo B e grupo L (p = 0,338) (Tabela II).
Figura 1 Edema leve, Inflamação e Vascularização no grupo Controle (A) e Tramadol (B) (HE, 400x, 100x). Edema moderado e Inflamação 
intensa nos grupos Bupivacaína (C) e Lidocaína (D) (HE, 200x, 200x).
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Tabela II – Contagem de Fibras de Colágeno. 
Grupo Fibras de Colágeno
Grupo C 624 (494-710)
Grupo L 265 (221-492) * †
Grupo B 285 (261-510) * †
Grupo T 518,50 (420-591)
Mediana (min – max)
*: p < 0,0125 comparado com Grupo C, Teste de Mann Whitney; †: p < 0,0125 
comparado com Grupo T, Teste de Mann Whitney.
Avaliação Histopatológica
O terceiro indicador de cicatrização da ferida foi determinado 
pela avaliação histopatológica. Quando os grupos de trabalho 
foram comparados em relação ao edema, à vascularização, 
reação inflamatória e colagenização, houve diferenças signi-
ficativas entre o grupo controle e grupos L e B. Não houve 
diferença significativa entre os grupos controle e T. Não fo-
ram encontradas diferenças significativas entre os grupos B 
e L,  grupos B e T e grupos L e T em termos dos indicadores 
histopatológicos de edema, de vascularização, de reação in-
flamatória e colagenização (Tabela III).
Tabela III – Escores de Avaliação Histopatológica. 
Grupo Edema Vascula-
rização
Reação 
Inflamatória
Colagenização
Grupo C 1 (0-1) 0 (0-1) 1 (0-2) 3 (2-3)
Grupo L 2 (2-2)* 1 (1-3)* 2,5 (1-3)* 1 (1-2)*
Grupo B 2 (1-2)* 2 (1-3)* 3 (2-3)* 1 (1-2)*
Grupo T 1 (1-2) 1 (0-2) 2 (1-2) 2 (1-2)
Mediana (min – max)
*: p < 0,0125 comparado com Grupo C, Teste de Mann Whitney.
DISCUSSÃO
A comparação entre o grupo controle com os grupos onde 
foram infiltrados bupivacaína e lidocaína na incisão mostrou 
que a produção de colágeno foi menor, medições da tensão 
de ruptura mostraram resistência reduzida e pontuações sig-
nificativamente elevadas para edema, vascularização e infla-
mação. Entre o grupo controle e o de tramadol não foram 
observadas diferenças significativas na produção de coláge-
no, nas medições de resistência à ruptura, assim como nas 
medidas de vascularização, edema e inflamação.
Figura 2 Coloração Tricômica de Masson mostrando fibras de colágeno (azul) na cicatrização. Colagenização aumentada nos grupos Controle 
(A) e Tramadol (B) comparados à Bupivacaína (C) e Lidocaína (D) (100x, 100x, 200x, 200x).
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A infiltração da ferida cirúrgica tem sido documentada 
como analgésico eficaz e é amplamente utilizada para o alí-
vio da dor no pós-operatório após histerectomia abdominal, 
cesariana, correção de hérnia inguinal, de hérnia de disco 
lombar, prostatectomia e cirurgias semelhantes 1,5-8. Os anes-
tésicos locais mais freqüentemente utilizados são: lidocaína, 
bupivacaína, ropivacaína e levobupivacaína 1,3-12. A investi-
gação sobre o efeito destes e de outros agentes anestésicos 
utilizados para a infiltração da incisão sobre sua cicatrização 
é limitada com resultados controversos 3,28-31.
Num estudo histopatológico que incluiu ensaios de resis-
tência da cicatriz, coelhos receberam lidocaína a 0,5%, lido-
caína a 2% e bupivacaína a 0,5% ao longo da linha média 
ventral da incisão abdominal. Comparando-se o grupo con-
trole e os grupos de teste, não foram observadas diferenças 
significativas em termos de tensão da ferida em qualquer 
ensaio. O mesmo estudo destacou que uma comparação de 
solução salina e anestésico local nos tecidos infiltrados não 
encontrou nenhuma diferença significativa nos resultados his-
topatológicos. Autores concluíram que a infiltração da ferida 
com lidocaína e bupivacaína não teve efeito sobre a cicatri-
zação da linha de incisão cirúrgica abdominal de coelhos 28. 
Waite e col. avaliaram o efeito da lidocaína e da bupivacaína 
na cicatrização de feridas em ratos e sugeriram que apesar 
destes anestésicos terem influenciado a inflamação local e 
fatores proteolíticos, não se observou nenhum efeito sobre a 
cicatrização 29.
Outra pesquisa encontrou que tanto lidocaína como bupi-
vacaína inibiram a síntese de colágeno em culturas de teci-
dos de fibroblastos, e apresentaram efeitos citotóxicos sobre 
diferentes linhagens celulares 30-35.
Um estudo em cobaias sobre cicatrização, com lidocaína 
a 1%, avaliou por meio da tensão de ruptura, do número de 
fibras colágenas pela morfometria, e pelo exame histológico 
da colagenização, edema, e vascularização e ainda presença 
de células inflamatórias agudas e crônicas. As comparações 
com o grupo controle mostraram que, apesar de não haver 
diferença significativa na tensão de ruptura, o grupo lidocaína 
mostrou vascularização e diferenças morfométricas significa-
tivas 30. O mesmo estudo mostrou quantidade de colágeno 
menor no grupo da lidocaína 30. Embora a aplicação de lido-
caína por infiltração local resultara em significativas altera-
ções histopatológicas, o estudo destacou que os resultados 
sobre a tensão de ruptura permaneceram sem alterações 30. 
Outro estudo sobre os efeitos da anestesia local em fibro-
blastos humanos mostrou que a lidocaína, a bupivacaína e 
ropivacaína produziram efeitos citotóxicos dose-dependente 
em fibroblastos humanos 31. A investigação sobre a infiltração 
de lidocaína na incisão de ratos encontrou efeitos na colage-
nização e sobre o número de mastócitos na mesma 36. Além 
de anestesia local afetar os números de fibra de colágeno e 
capilares venosos, pode causar vários graus de inflamação 
e edema ao longo dos bordos da ferida que podem afetar a 
cicatrização 3,37,38.
Estudos anteriores demonstraram que a concentração do 
anestésico local afeta a cicatrização de feridas, no sentido 
que concentrações elevadas atrasam a cicatrização 30,39,40. 
Enquanto doses inferiores a 100 mcg.mL-1 de lidocaína não 
teve qualquer efeito sobre a cicatrização em estudo de cé-
lulas epiteliais da córnea, as doses acima de 250 mcg.mL-1 
induziram atraso na cicatrização epitelial com padrão dose-
dependente 41.
Tramadol pode ser utilizado para bloqueio do nervo perifé-
rico e na infiltração da incisão devido aos seus efeitos anes-
tésicos 14-20. Nenhum estudo avaliando os efeitos do tramadol 
na cicatrização foi encontrado, que foi objetivo deste estudo. 
A busca na literatura não encontrou qualquer estudo que re-
latasse os efeitos histopatológicos e físicos de tramadol no 
processo de cicatrização. Acreditamos que nosso estudo é o 
primeiro a se concentrar sobre este assunto. O nosso objetivo 
foi de avaliar os efeitos histopatológicos e na formação de 
bandas físicas da cicatrização em incisões cirúrgicas, quando 
tramadol foi utilizado para a anestesia por infiltração.
Embora nosso estudo tenha encontrado resultados seme-
lhantes aos estudos anteriores sobre os efeitos da bupiva-
caína e lidocaína na cicatrização de feridas 30-41, nenhuma 
diferença significativa foi encontrada entre tramadol e o gru-
po controle. As propriedades antibacterianas de anestésicos 
locais e outros agentes usados na infiltração de feridas são 
importantes. Pesquisas anteriores enfatizaram essas proprie-
dades da bupivacaína 42-44. Há controvérsia envolvendo pro-
priedades antibacterianas da lidocaína, embora existam estu-
dos na literatura enfatizando tais propriedades 45. No entanto, 
as cepas de bactérias não são inibidas até duas horas após a 
administração de lidocaína a 1%, e quando culturas de bióp-
sia são requeridas dentro de duas horas, a lidocaína pode ser 
usada 46. Pesquisas anteriores já haviam avaliado as proprie-
dades antibacterianas de tramadol , que apresenta atividade 
bactericida dose e tempo-dependente para E. coli e S. epider-
midis, e ação antibacteriana contra S. aureus e cepas de P. 
Aeruginosa 47. Pesquisadores têm enfatizado que o tramadol 
pode ser útil para reduzir o risco de infecção bacteriana após 
anestesia local e regional devido a suas propriedades anti-
bacterianas 47. Nosso estudo não encontrou qualquer vestígio 
de infecção macroscópica no local da ferida em nenhum dos 
animais investigados. Isto está de acordo com estudos ante-
riores, que enfatizaram a interação de anestésicos locais e 
propriedades antibacterianas do tramadol.
Os anestésicos locais são conhecidos pelos efeitos miotó-
xicos e quando usados em infiltração podem causar miotoxi-
cidade 3,48. Bupivacaína apresenta um risco de miotoxicidade 
quando usada em bloqueio contínuo de nervo periférico, re-
lacionado com a duração da exposição 48,49. A lidocaína tam-
bém tem propriedades miotóxica 50. No entanto, o tramadol, 
sem efeitos miotóxicos conhecidos, tem sido administrado 
por via intramuscular durante muitos anos 51.
Em conclusão, o presente estudo de infiltração da incisão 
cirúrgica em ratos encontrou que a bupivacaína e lidocaína 
reduziram a produção de colágeno e a resistência de ruptura 
da ferida, e promoveram escores significativamente elevados 
para vascularização, edema e inflamação, quando compa-
radas com o grupo controle com solução salina. Não houve 
diferença significativa entre o grupo controle e o grupo trama-
dol, quando da infiltração da ferida, em termos de produção 
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de colágeno, de resistência à ruptura e em escores de vas-
cularização, edema e inflamação. Os resultados deste estudo 
experimental preliminar em ratos indica que o tramadol pode 
ser utilizado para a anestesia por infiltração da incisão sem 
efeitos adversos sobre o processo de cicatrização cirúrgica. 
Estes resultados precisam ser verificados em seres huma-
nos.
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Resumen: Hancı V, Hakimoğlu S, Özaçmak H, Bektaş S, Öza-
çmak HS, Özdamar ŞO, Yurtlu S, Turan IÖ – Comparación de los 
Efectos de la Infiltración con Bupivacaína, Lidocaína y Tramadol en 
la Cicatrización de Heridas en Ratones.
Justificativa y objetivos: El objetivo de este estudio fue investigar los 
efectos de la solución salina, de la bupivacaína, lidocaína y de la infil-
tración de tramadol en la cicatrización de heridas en ratones.
Métodos: Treinta y dos ratones Wistar machos albinos fueron ubica-
dos aleatoriamente en cuatro grupos que recibieron 3 mL de solución 
salina en el grupo control (grupo C, n = 8); 3 mL de lidocaína al 2% 
(grupo L, n = 8); 3 mL de bupivacaína al 0,5% (grupo B, n = 8) y 
3 mL de tramadol al 5% (grupo T, n = 8). Las medidas de tensión de 
ruptura, conteo de fibras de colágeno y evaluación histopatológica se 
evaluaron en las muestras de tejido retiradas de los ratones.
Resultados: La comparación del grupo control con los grupos donde 
la bupivacaína y la lidocaína fueron usadas para la infiltración de la 
herida mostró que en esos últimos, la producción de colágeno fue 
menor, junto con la resistencia en la tensión de ruptura, mientras se 
observó un edema más intenso, vascularización y puntajes de infla-
mación significativos (p < 0,0125). Entre el grupo control y el gru-
po tramadol no hubo diferencias significativas en la producción de 
colágeno, tensión de ruptura y edema, vascularización y puntaje de 
inflamación (p > 0,0125).
Conclusión: En este estudio, verificamos que tanto la bupivacaína 
como la lidocaína redujeron la producción de colágeno, la resistencia 
a la ruptura de la cicatriz y causaron edema, vascularización e infla-
mación significativas cuando se les comparó con el grupo control. No 
hubo diferencia significativa entre los grupos control y tramadol para 
estas variables. Los resultados de este estudio experimental preli-
minar en ratones indican que el tramadol puede ser utilizado para la 
anestesia por infiltración en incisiones, sin efectos adversos sobre 
el proceso de cicatrización quirúrgica. Esos resultados necesitan ser 
verificados en los seres humanos.
Descriptores: ANESTESIA, Local; ANESTÉSICOS, Local, bupiva-
caína, lidocaína; FÁRMACOS, Tramadol; Cicatrización.
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